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論 文 内 容 要 旨
投与 された薬物 の体 内動態 は投与部位 か らの吸収,体 内 におけ る分 布,代 謝お よび排泄の過程 に関わる
種 々の要 因によって支配 される。 これ らは互 いに独立 に変動 し,薬 物 の作用部位 にお ける濃度 は各要因 を
統合 した結果 と して現 れる。そ の中で も,薬 物 の生体内か らの消失 に最 も大 きく寄与す る薬物代 謝はその
薬効お よび毒性 の発現 を考 えるうえで最 も重 要な因子であ る。生体 内に取 り込 まれ た薬物 は種 々の代謝 を
受 けるが,そ の様式 を大別す ると第1相 の酸化,還 元,加 水分解お よび第2相 の抱合反応 であるr抱 合 反
応 のグルクロン酸抱合 と硫酸抱合 は互 い に競合す る薬物代謝の反応 であ り,ラ ッ トやマ ウスでは グル クロ
ン酸抱合が優勢であるが,ヒ トにおいては硫酸抱合体が グルクロン酸抱合体 よ りも高い比率で排 泄 される
薬物 も知 られている。 また,近 年発毛促進剤 として用い られてい る ミノキシジル投与 による薬効 は未変化
体 によるものではな くその硫酸抱合体 によることが明 らかになってい る。
硫酸抱 合はホルモ ン,神経伝達物質や胆汁酸 のような内因性物 質や薬物や癌 原物質 の外来性異物の解毒,
排泄あ るいは代謝 的活性化 に重要 な役 割 を果 た している。 これ らの反応 は細胞 の可溶性画分 に存在 する硫
酸転移酵素(sulfotransferase,ST)によって触媒 される。STは補 酵素であるPAPSを硫酸基供与源 として
基質 の水酸基 やア ミノ基 に硫酸基 を転移す る反応 を触 媒す る。STは遺伝子 スーパー ファ ミリー を形成 し
てお り,そ の推 定ア ミノ酸配列 か らこれまで に少 な くとも5つ の ファ ミリー(ST1,ST2,ST3,ST4およ
びST5)に分類 されている。 しか しなが ら,STにつ いてはこれ まで に多 くの分子種がcDNAクロ「ニ ング
によって存在が明 らかになってい るにも関わ らず,そ れぞれの分子種 の詳細 な基質特異性 や生体 内での機
能 については明 らかにされていない。
特 にST1ファ ミリーは少な くとも5つ のサ ブファ ミリー(STIA,STIB,STIC,STIDおよびSTIE)に
区別 され同一のサ ブフ ァ ミリーに属す る分 子種 はいず れ も60%以上 のア ミノ酸配列 の相 同性 を有 してい
る。 中で もSTIA分芋種 はヒ トにおいてSTIA2,STIA3およびSTIA5の3分子種が存在 し,そ れぞれの推
定 ア ミノ酸 配列 を比較す る といずれ も90%以上 の相 同性 を有 している。 しか しなが ら,そ の基質特異性 は
大 きく異 な り,STIA2およびSTIA3はパ ラニ トロフェノール に対 して,ま た,STIA5はドパ ミンに対 し
て高い親和性 を示す。一方,マ ウスを始め とす る他の動物種 におい てSTIA分子種 は これ までにそれぞれ
!種類 しか報告 されていない。近年,薬 物代謝 の評価系 において 「実験動物 のデータが ヒ トに外 挿 しうる
のか」 とい う種差 が大 きな問題 となっている ことか ら,各 薬物代謝酵素の種差 を明 らか にす ることが求め
られて いる。そ こで,ヒ トお よび実験動物のSTIA分子種 の酵 素学的性 質の違い を明 らか にするため に大
腸菌で発現 させ,ア フィニテ ィー カラムで精製 した リコ ンビナ ン ト酵素 を用いて,ヒ トSTIA3,STIA5,
ラ ッ トSTIA1,マウスSTIA4および当研 究室で雄生 ウサギ肝 よ り単離 した新規STIA分子種 であ るSTIA8
の基質特異性の違い について検討 を行 った。 その結果,実 験動物 のSTIA分子種 は ヒ トSTIA5の代表的 な
基質である ドパ ミンな どのカテ コールア ミンに対 しては顕著 な活性 を示 さず,ヒ トSTIA3と同様 な基質特
異性 を示 した。パ ラニ トロフェ ノールに対す るKm値 は ヒ トSTIA3と同様 に低 い値 を示 し,ま た,ド パ ミ
ンに対 して もSTIA3と同様 に高 いKm値 を示 した。 また,10μMメ フェナム酸共存下 では ヒ トSTIA3,
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ラ ッ トSTIAIおよびマ ウスSTIA4分子種 では90-95%,ウサギSTIA8では50%程度 の硫酸抱 合活性 の阻害
が認め られたのに対 して,ヒ トSTユA5では ユ00μMメフェナム酸共存下 で もほ とん ど阻害は認 め られなか
った。 さ らに,ヒ トSTIA3の肝 サ イ トゾル中の タンパ ク含量 は平均値 で ヒ トSTIA5の約19倍高 く,実 験
動物のSTIA分子種の含量 は種 によって異な るものの ヒ トSTIA3と同様 な値 を示 した。以上 の結果 か ら実
験動物 のSTIA分子種 は機能面か らみる とヒ トSTIA3に対応す る分子種であ ると考 え られる。したが って,
ヒ・トSTIA3は実験 動物 のSTIA分子種 と似 た基質特異性 な らび に肝 での含量 を示 したの に対 して,ヒ ト
STIA5はカテコールア ミン等 に高 い親和性 を示 し,実 験動 物の分子種 とは明確 な違いが認 め られ ヒ ト特異
的な分子種で あると考え られる。
一方 ,肝 臓 での初回通過 は医薬 品のバ イオアベ イラビリテ ィに影響 を与 え,そ の薬効発現 に大 きく影響
を与 える。近年,薬 物 によっては腸管で の薬物代 謝が大 き く寄与 してい る と報告 されている。従来,代 謝
酵素 の研究 は主 に肝臓 につ いて検:討され,初 回通過時の代謝 も主 に肝臓 で行 われてい ると考 え られて きた。
しか しなが ら,薬 物 は経 口投与 されるこ とが多 く,最 近ではその投与量 も減少 する傾 向にある。 したが っ
て,経 口投与 された薬物 が最初 に接触す る代謝組織が腸管 であるこ とか ら,近 年腸管,特 に小腸 にお ける
代 謝が 注 目され て吟る。STについ てはヒ トでの臓器分布 がRT-PCR等を用 いてmRNAレ ベ ルで検討 され
ている ものの,そ れ らのデータの定量性は乏 しく機能 と直接 的 に関連付 けることが困難 であった。そ こで,
ヒ トSTIA分子種 の肝お よび小腸 サ イ トゾル中の タンパ ク含量・を定量 し,他 のST分子種 の含量 との比較か
らそれぞれのSTIA分子種 の肝 お よび小腸 にお ける役割 を検討 した。肝 サイ トゾル においてはSTIA3が他
のST1ファミリー に属する分子種 よりも高い含量 を示 した。一方,小 腸サ イ トゾルにおい てはSTIA5が今
回検討 を行 った他 のST分子種 よりも高 い含量 を示 した。 また,ヒ トサ ンプルを用 いて硫酸抱合活性 を測
定 した結 果,STIA3の基質 に対 しては小腸 よ りも肝サ イ トゾルで高い活性 を示 し,一 方STIA5の典型 的
な基質 である ドパ ミンに対 しては肝 よ りも小腸 サイ トゾルで高 い活偉 を示す とい うタンパ ク含量 と相 関 し
た結果が得 られた。 したが って,肝 にお けるフェノール性化 合物の硫 酸抱 合へのSTユA3g)寄与 は大 きな
ものであ り,ま た,小 腸 においてはSTIA5がその基質特異性か ら食事 中か ら摂取あるいは腸管で生成 され
るカテ コールア ミンあるい はフラボノイ ドなどの代 謝に大 きく寄与 しているこ とが示 された。
さらに,臨 床 的に用 い られている薬物へ の ヒ トSTIA分子種 の役割 を検討 する うえで,ヒ トでの主要代
謝経路 が硫酸抱合 である抗糖尿病薬 トログリタゾ ンに注 目 した。 トログリタゾ ン抹 イ ンス リン抵抗改 善作
用 を有す るチアゾ リジン誘 導体 と して初め て実用化 され,1997年か ら1年 間に 日本 では15万人,米 国で
は50万人 に対 して使用 された と推定 されている。 しか しなが ら,ト ログ リタゾンの連続投与 によ りまれ
に死亡例 を含 む重篤 な肝障害が報告 され,2000年に自主的な販売停止 に至 っている。 トログ リタゾ ンの肝
障害 はその臨床像か ら個 人の代謝性特 異体 質(metabolicidiosyncrasy)に基づ く肝障害 に分類 される と考
えられている。 しか しなが ら,具 体的 に代謝経路 の どの部分 に問題があ り,何 が肝障害 を引 き起 こ してい
るのか は全 く明 らかに されてい ない。 トログリタゾ ンのヒ トでの主要代謝物 は硫酸抱合体お よびキ ノン体
であ り,特 に硫酸抱 合体 は血 中で検 出 され た代謝物 の約70-80%を占めている。 したが って,硫 酸抱合 は
この薬 物の代 謝にお いて非常 に重要 な役割 を果 た してい ると考え られるが,そ の抱合 に関わ る酵 素分子種
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につ いては明 らか にされていない。そ こで,精 製 リコ ンビナ ン トST,ヒ ト肝お よび小腸サ ンプル を用い
て酵素学的解析 を行 い,ト ログリタゾ ンの硫酸抱合 に関与する分子種 を同定する とともに,ヒ ト肝癌 由来
細胞 をモデル と した細胞毒性 の解析 か ら硫酸抱 合 とその毒性発現 との関係 を検討 した。そ の結果,ヒ ト
STIA3およびSTIE4分子種が今 回解析 を行 った他 のヒ トST分子種 よ りも トログ リタゾ ン.に対 して高い親
和性 を示 した。 しか しなが ら,肝 臓 で のSTIA3とSTIE4のタ ンパ ク含量 には大 きな違 いが認 め られ,.
STIA3の含 量は平均値 でSTIE4の約13倍も高 かった。 さらに,ヒ ト小腸サ イ トゾルにおいて も トログリ
タゾ ンに対 して硫酸抱 合活性 が認 め られたが,そ の活性値 およびSTユA3含量 はいずれ も肝 の約5分 の ユの
値 であった。 したがって,ヒ トでは肝臓 におけるSTIA3がトログリタゾ ンの硫酸抱合 を担 う主要酵素であ
ると考 え られ る。一方,ト ログリタゾン処理 によって ヒ ト肝癌 由来細胞であるHepG2細胞 にお いて顕著 な
細胞毒性が認め られた。 しか しなが ら,そ の他 のチアゾ リン誘導体であ るピオグ リタゾ ンな らびにロジグ
リタゾ ン,.さらに トログリタゾ ンの代謝物(硫 酸抱合体,キ ノ ン体,グ ル クロン酸抱合体)の 処理で は顕
著な細胞毒性 は認め られなか った。 さらに,基 質阻害やSTIA3の遺伝 的多型が硫 酸抱合 能の低下 を引 き起
こす結果が得 られ,ト ログリタゾ ンの未変化体 の暴露量 の増加 あるい は細 胞内へ の蓄積が肝障害 を引 ぎ起
こす可能性が示唆 された。
以上の ような結果 か ら,ヒ トSTIA3は肝臓 でのフェノール性化合物 の硫酸抱合 を担 う主要分子種である
ことが明 らか にされ,ま た,ヒ トSTIA5はカテコールア ミン等 に高 い親和性 を示 す ヒ ト特異的 な分子種で
ある と考 え られた。 したがって,ヒ トにおいては外来性異物や内因性化合物 の硫酸抱合 にこれ らの異 なる
機能 を持つSTIA分子種 が大 きな役割 を担 っているこ とが本研 究 により示 された。
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審 査 結 果 の 要 旨
硫酸抱合 の反応 は細胞の可溶性画分 に存在す る硫酸転移酵素(sulfotransferase,ST)によって触媒 され
る。STは遺伝子 スーパー フ ァミリーを形成 してお り,そ の推定 ア ミノ酸配列 か らこれ まで に少 な くとも
5つの ファ ミリー(ST!,ST2,ST3,ST4およびST5)に分類 され ている。 しか しなが ら,STにつ いては
これ まで に多 くの分子種 がcDNAクローニ ングに よって存在が明 らか になっている にも関わ らず,そ れぞ
れの分子種 の詳細 な機能特性 については未解明の ままとなってい る。
STIA分子種 は ヒ トにお いてSTIA2,STIA3およびSTIA5の3分子種 が存在 し,そ れぞれの推定 ア ミノ
酸配列 を比較す る といず れ も90%以上の相 同性 を有す。 しか しなが ら,そ の基 質特 異1生は大 き く異 なる。
そ こで本 間君 は,ヒ トお よび実験動物のSTIA分子種 の酵素学 的性質 の違い を明 らかにす るため に大腸菌
で発 現 させ,ア フィニテ ィーカラムで精製 した リコンビナ ン ト酵素 を用いて,ヒ トSTIA3,STIA5,ラッ
トSTIA1,マウスSTIA4およびSTIλ8の基 質特 異性の違 いにつ いて検討 を行 った。その結果,実 験:動物
のSTIA分子種 はカテ コールア ミンに対 しては顕著 な活性 を示 さず,ヒ トSTIA3と同様 な基質特異性 を示
す こと,ま た10μMメ フェナム酸共存下 では ヒ トSTIA3,ラッ トSTIA!およびマ ウスSTIA4分子種お よ
びウサ ギSTIA8はいず れ も活 性阻害 を受 けるが,ヒ トSTIA5は100μMメフェナム酸 共存 下で もほ とん
ど阻害 され ない ことを見出 した。 さ らに,ヒ トSTIA3の肝サ イ トゾル中の タンパ ク含量 は平均値 で ヒ ト
STIA5の約19倍高 く,実 験動物 のSTIA分子種の含量は種 に よって異 なるものの ヒ トSTIA3と同様 な値 を
示す ことを明 らかに し,こ れ らの結果 か ら実験動物のSTIA分子種 は機能面か らヒ トSTIA3に対応す る分
子種 である と結論付 けた。 また,STIA5はカテコールア ミン等 に高い親和性 を示 し,ヒ ト特異 的な分子種
である ことが明 らか に した。
STの小腸 における役割 を検:討,STIA5が他 のST分子種 よりも高 い含量 を示 し,STIA5が食事 中か ら摂
取あるいは腸管 で生成 されるカテ コールア ミンあるい はフラボ ノイ ドな どの代謝 に大 き く寄与 しているこ
とを示 した。
さらに肝障害 と代謝 の関連性 を知 るため,精 製 リコンビナ ン トST,ヒ ト肝お よび小腸 サ ンプル を用い
て解析 をし,ト ログ リタゾンの硫酸抱 合に関与す る分子種 を同定す る とともに,ヒ ト肝癌 由来細胞 をモ デ
ル とした細胞毒性 の解析 か ら基 質阻害やSTユA3の遺伝 的多型が硫酸抱 合能の低下 を引 き起 こす結果が得 ら
れ,ト ログ リタゾ ンの未変化体 の暴露量 の増加あ るいは細胞 内へ の蓄積が肝障害 を引 き起 こす可能性が示
唆 された。
以上の研 究 は,ヒ トのスルポ トラ ンス フェラーゼの役割 と薬物代 謝お よび副作 用機序の解明 に有益 で,
博士論文 に十分値 す ると判 断 される。
よって本論文 は博士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認める。
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